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©  Vectors  for  introducing  DNA  into  bacterial  chromosomes  or  for  deleting  ft  therefrom  and  for  the  production  of  protein. 
An  integration  vector  which  may  be  used  as  a  cloning 

vehicle  for  an  engineered  DNA  sequence  one  wishes  to 
integrate  into  a  bacterial  chromosome  comprises  a 
replication-specific  sequence  capable  of  directing  auton- 
omous  replication  and  stable  maintenance  of  the  vector  in  a 
bacterial  host  cell,  and  two  restriction  endonuclease  cleav- 
age  sites  bracketing  the  replication  specific  sequence  so  that 
the  replication  specific  sequence  can  be  conveniently  ex- 
cised.  Upon  excision  of  the  replication  specific  sequence,  the 
engineered  DNA  is  capable  of  integration  into  the  chromo- 
some  of  a  bacterial  host  cell  of  the  same  type  as  the  host  cell 
used  for  autonomous  replication  and  stable  maintenance, 
thus  enabling  replication  of  the  engineered  sequence  as  part 
of  the  bacterial  chromosome. 

Precursors  for  such  vectors  are  also  described. 
Methods  using  such  vectors  are  described  for  the 

microbiological  production  of  a  desired  protein,  for  introduc- 
ing  artificially  engineered  DNA  into  the  chromosome  of  a 
bacterial  cell  to  replace  a  segment  of  chromosomal  DNA,  and 
for  deleting  a  specific  chromosomally  located  gene  from  a 
bacterial  cell,  are  also  described. 





T h i s   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to  v e c t o r s ,   to  p r e c u r s o r s ,  
and  to  m e t h o d s   u s i n g   s u c h   v e c t o r s   f o r   i n t r o d u c i n g  

a r t i f i c i a l l y   e n g i n e e r e d   DNA  i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of  a  

b a c t e r i a l   c e l l ,   f o r   d e l e t i n g   a  s p e c i f i c   c h r o m o s o m a l l y  

l o c a t e d   gene  f rom  a  b a c t e r i a l   c e l l ,   or  f o r   t h e   m i c r o -  

b i o l o g i c a l   p r o d u c t i o n   of   p r o t e i n .  

In  t h e   c o n s t r u c t i o n   of   l i v i n g   o r g a n i s m s   w i t h  

g e n e t i c   e n g i n e e r e d   t r a i t s ,   i t   is  d e s i r a b l e   to  i n t e g r a t e  

e n g i n e e r e d   g e n e s   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  c e l l .   A l t e r e d  

c o p i e s   of  g e n e s   l o c a t e d   on  e x t r a c h r o m o s o m a l   e l e m e n t s  

( p l a s m i d s )   have   a  t e n d e n c y   to  s u f f e r   m u t a t i o n s   or  be  l o s t  

f rom  the   c e l l   d u r i n g   g r o w t h ,   t h e r e b y   r e d u c i n g   p r o d u c t  

y i e l d .   In  c o n t r a s t ,   c h r o m o s o m a l   DNA  t e n d s   to  be  f a i t h -  

f u l l y   p r e s e r v e d   d u r i n g   r e p l i c a t i o n ,   and  t h e   g e n e t i c   m o d i -  

f i c a t i o n   of  a  c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   gene  is  s t a b l y   m a i n -  

t a i n e d   in   t h e   p r o g e n y   of  t h e   e n g i n e e r e d   c e l l .  

B e c a u s e   t h e   e n g i n e e r e d   DNA  g e n e r a l l y   w i l l   n o t  

r e c o m b i n e   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of  a  h o s t   c e l l   i f   t h e  

c l o n i n g   v e h i c l e   is  c a p a b l e   of   a u t o n o m o u s   r e p l i c a t i o n   i n  

t h a t   c e l l ,   t h e   u l t i m a t e   h o s t   f o r   t h e   e n g i n e e r e d   gene   s h o u l d  

be  one  in  w h i c h   t h e   v e h i c l e   is   n o t   c a p a b l e   of   r e p l i c a t i o n .  

T h e r e f o r e ,   t he   m e t h o d   f o r   a l t e r a t i o n   of   a  c h r o m o s o m a l l y  

l o c a t e d   gene   u s u a l l y   i n v o l v e s   t h e   use   of   two  h o s t s .   A 

c l o n i n g   v e h i c l e   c o n t a i n i n g   a  g e n e t i c a l l y   e n g i n e e r e d   g e n e  
is  o b t a i n e d   in  a  h o s t   of  a  f i r s t   c e l l   t y p e   w h e r e   i t   c a n  

r e p l i c a t e .   Then  i t   i s   t r a n s f e r r e d   to  a  s e c o n d   c e l l - t y p e  

h o s t   f o r   i n t e g r a t i o n   i n t o   t h a t   c e l l ' s   c h r o m o s o m e .  

U s u a l l y   t he   DNA  i n t r o d u c e d   i n t o   t h e   s e c o n d   h o s t   is  i n -  

c a p a b l e   of  r e p l i c a t i o n   e i t h e r   by  v i r t u e   of  an  i n h e r e n t  

l a c k   of  an  a p p r o p r i a t e   r e p l i c a t i o n   o r i g i n ,   or  b e c a u s e  

t he   s e c o n d   h o s t   i s   i n c a p a b l e   of  c a u s i n g   t h e   p l a s m i d   t o  



r e p l i c a t e .   One  s u c h   s i t u a t i o n   i n v o l v e s   a  p l a s m i d  

e n g i n e e r e d   in  E.  c o l i   (a  c o n v e n i e n t ,   w e l l - c h a r a c t e r i s e d  

h o s t   f o r   p l a s m i d   e n g i n e e r i n g )   and  i n t e n d e d   f o r   i n t e g r a t i o n  
i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  d i f f e r e n t   t y p e   of   o r g a n i s m   ( e . g   a  

y e a s t   or  a  B a c i l l u s   s u b t i l i s )   w h i c h   c a n n o t   c a u s e   t h e  

E.  c o l i   p l a s m i d   to   r e p l i c a t e .   S e e ,   f o r   e x a m p l e ,   H a l d e n w a n g  

e t   a l .   ( 1 9 8 0 )   J .   B a c t e r i o l o g y   142  ( I ) :   9 0 - 9 8 ;   S c h e r e r   e t   a l .  

( 1 9 7 9 )   P r o c .   N a t ' l .   Acad .   S c i .   USA  76  ( 1 0 ) :   4 9 5 1 - 4 9 5 5 .  

Where  i t   i s   d e s i r a b l e   to  i n t e g r a t e   t h e   e n g i n e e r e d   gene   i n t o  

t h e   c h r o m o s o m e   of   t h e   same  t y p e   of   c e l l   as  is   u s e d   f o r   t h e  

f i r s t   h o s t ,   o t h e r   p r o v i s i o n s   m u s t   be  made ,   e . g . ,   m u t a t i o n s  

in  t h e   s e c o n d   h o s t   c e l l   w h i c h   r e n d e r   t h e   p l a s m i d   DNA 

i n c a p a b l e   of  r e p l i c a t i o n   in  t h a t   e n v i r o n m e n t   ( e . g .   G u t t e r s c n  

and  K o s h l a n d ,   " R e p l a c e m e n t   and  a m p l i f i c a t i o n   of   b a c t e r i a l  

g e n e s   w i t h   s e q u e n c e s   a l t e r e d   in  v i t r o " ,   P r o c .   N a t ' l .   A c a d .  

S c i . ,   V o l .   80,  pp .   4 8 9 4 - 4 8 9 8 ,   A u g u s t   1 9 8 3 ) .  

In  a c c o r d a n c e   w i t h   a  f i r s t   a s p e c t   of   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n ,   we  p r o v i d e   a  v e c t o r   c h a r a c t e r i s e d   in  c o m p r i s i n g :  

a  r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   h a v i n g   a  f i r s t   c l e a v a g e  

s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   a d j a c e n t   o n e  

end  of  s a i d   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   and  a  s e c o n d  

c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e  

a d j a c e n t   t h e   o t h e r   end  of   s a i d   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c -  

s e q u e n c e ,   s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   s i t e s   b e i n g   t h e   o n l y  

s i t e s   on  s a i d   v e c t o r   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o -  

n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s   e i t h e r   s a i d   f i r s t   or  s a i d   s e c o n d  

c l e a v a g e   s i t e ;   an  e n g i n e e r e d   DNA  s e q u e n c e   to   be  i n t e g r a t e d  

i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of  a  s e l e c t e d   b a c t e r i a l   c e l l ;   and  m e a n s  

a l l o w i n g   d e t e c t i o n   of  b a c t e r i a l   c e l l s   t h a t   c a r r y   s a i d  

e n g i n e e r e d   s e q u e n c e ;   and  f u r t h e r   c h a r a c t e r i s e d   in   t h a t   s a i d  

v e c t o r   is   c a p a b l e   of  s t a b l e   m a i n t e n a n c e   and  a u t o n o m o u s  

r e p l i c a t i o n   of   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   in  a  b a c t e r i a l   c e l l ;  

and  in  t h a t ,   u p o n   e x c i s i o n   of  s a i d   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c  

s e q u e n c e ,   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   i s   e f f e c t i v e   t o  

i n t e g r a t e   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  b a c t e r i a l   c e l l   of  t h e  

same  t y p e   as  t h e   c e l l   in  w h i c h   s a i d   v e c t o r   can  be  s t a b l y  

m a i n t a i n e d ,   t h e   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   so  i n t e g r a t e d   t h e n .  



b e i n g   r e p l i c a t e d   as  p a r t   of  s a i d   c h r o m o s o m e .  

I t   w i l l   be  s e e n   t h a t   t h e   v e c t o r   i n c l u d e s   a  r e p l i -  

c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   i . e . ,   a  s e q u e n c e   c a p a b l e   o f  

d i r e c t i n g   a u t o n o m o u s   r e p l i c a t i o n   and  s t a b l e   m a i n t e n a n c e   o f  

t h e   v e c t o r   in   a  b a c t e r i a l   h o s t   c e l l .   The  v e c t o r   a l s o  

i n c l u d e s   two  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   c l e a v a g e   s i t e s  

b r a c k e t i n g   t h e   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   so  t h a t   t h e  

r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e   may  be  c o n v e n i e n t l y   e x c i s e d .  

Upon  e x c i s i o n   of   t h e   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   t h e  

e n g i n e e r e d   DNA  s e q u e n c e   i s   c a p a b l e   of  i n t e g r a t i o n   i n t o   t h e  

c h r o m o s o m e   of  a  b a c t e r i a l   h o s t   c e l l   of   t h e   same  t y p e   as  t h e  

h o s t   c e l l   u s e d   f o r   a u t o n o m o u s   r e p l i c a t i o n   and  s t a b l e  

m a i n t e n a n c e ,   t h u s   e n a b l i n g   r e p l i c a t i o n   of  t he   e n g i n e e r e d  

s e q u e n c e   as  p a r t   o f   t h e   b a c t e r i a l   c h r o m o s o m e .  

The  i n v e n t i o n   e x t e n d s   to   p r e c u r s o r s   to  s u c h   v e c t o r s ,  

t h e   p r e c u r s o r s   l a c k i n g   t h e   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e ,   and  h a v i n g  

a  c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e  

t h a t   does   n o t   r e c o g n i s e   e i t h e r   of  t h e   s i t e s   b r a c k e t i n g   t h e  

r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s i t e .  

We  d e s c r i b e   in   more   d e t a i l   b e l o w   m e t h o d s   by  w h i c h  

an  e n g i n e e r e d   DNA  s e q u e n c e   can   be  r e p l i c a t e d   e x t r a - c h r o m o -  

s o m a l l y   in  one  t y p e   of  b a c t e r i a l   h o s t   c e l l   and  t h e n   can  b e  

i n t e g r a t e d   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  b a c t e r i a l   c e l l   of   t h e  

same  t y p e .  
The  i n v e n t i o n   a c c o r d i n g l y   p r o v i d e s ,   in  a  s e c o n d   a n d  

a l t e r n a t i v e   a s p e c t   t h e r e o f ,   a  m e t h o d   by  w h i c h   a r t i f i c i a l l y  

e n g i n e e r e d   DNA  can  be  i n t r o d u c e d   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  

b a c t e r i a l   c e l l   to  r e p l a c e   a  s e g m e n t   of   c h r o m o s o m a l   DNA, 

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   i t   c o m p r i s e s   t h e   s t e p s   o f  

(a)  m a i n t a i n i n g   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  in  a  f i r s t   b a c t e r i a l  

c e l l  o n   a  v e c t o r   c o m p r i s i n g :   t h e   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA,  a  

r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   h a v i n g   a  f i r s t   c l e a v a g e  

s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   a d j a c e n t  

one  end  of  s a i d   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   and  a  

s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o -  

n u c l e a s e   a d j a c e n t   t h e   o t h e r   end  of  s a i d   r e p l i c a t i o n  

s p e c i f i c - s e q u e n c e ,   s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   s i t e s   b e i n g  



t h e   o n l y   c i t e s   on  s a i d   v e c t o r   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s   e i t h e r   s a i d   f i r s t   or  s a i d  

s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e ,   and  means   a l l o w i n g   d e t e c t i o n   o f  

b a c t e r i a l   c e l l s   t h a t   c a r r y   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e ;   s a i d  

v e c t o r   b e i n g   c a p a b l e   of  s t a b l e   m a i n t e n a n c e   and  a u t o n o m o u s  

r e p l i c a t i o n   of   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   in  s a i d   f i r s t  

b a c t e r i a l   c e l l ;  

(b)  e x p o s i n g   s a i d   v e c t o r   to  a  s a i d   r e s t r i c t i o n   e n d o -  

n u c l e a s e ,   and  r e m o v i n g   a  DNA  s e g m e n t   c o m p r i s i n g   s a i d  

r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ;  

(c)  r e c i r c u l a r i s i n g   t h e   r e m a i n i n g   DNA; 

(d)  t r a n s f o r m i n g   a  s e c o n d   b a c t e r i a l   c e l l   of  t h e   same  t y p e  

as  s a i d   f i r s t   c e l l   w i t h   s a i d   r e c i r c u l a r i s e d   r e m a i n i n g   DNA 

so  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  is   i n c o r p o r a t e d   by  r e c o m b i n a t i o n  

i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of  s a i d   c e l l   and  t h e r e b y   r e p l a c e s   s a i d  

s e g m e n t   of  c h r o m o s o m a l   DNA;  a n d  

(e)  i d e n t i f y i n g   d e s c e n d a n t s   o f   s a i d   t r a n s f o r m e d   c e l l s   i n  

w h i c h   t h e   e n g i n e e r e d   DNA  is  i n t e g r a t e d   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e .  

In  p r e f e r r e d   a r r a n g e m e n t s ,   t h e   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c  

s e q u e n c e   is  a  r e p l i c a t i o n   o r i g i n   d e r i v e d   f rom  a  p l a s m i d ;  

f o r   e x a m p l e ,   t h e   h o s t   c e l l   is   E.  c o l i   and  t h e   r e p l i c a t i o n -  

s p e c i f i c   s e q u e n c e   is  t h e   o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   of   p B R 3 2 2 .  

The  DNA  s e q u e n c e   w h i c h   p r o v i d e s   t h e   means   f o r   d e t e c t i n g  

b a c t e r i a l   c e l l s   c a r r y i n g   t h e   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   i s  

p r e f e r a b l y   a  s e q u e n c e   c o n f e r r i n g   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e .  

A l s o   in  p r e f e r r e d .  



e m b o d i m e n t s ,   a t   l e a s t   some  of   t h e   s t e p s   i n v o l v e d   i n  

e n g i n e e r i n g   t h e   DNA  s e q u e n c e   t a k e   p l a c e   on  t h e   v e c t o r  

w h i l e   i t   is   m a i n t a i n e d   in  a  h o s t   b a c t e r i a l   c e l l .   T h e  

e n g i n e e r e d   DNA  p r e f e r a b l y   inc ludes   f l a n k i n g   sequences   at  e i t h e r   end 

w h i c h   a r e   h o m o l o g o u s   to  t h e   f l a n k i n g   s e q u e n c e s   a t   e i t h e r  

end   of   a  c h r o m o s o m a l   DNA  s e a u e n c e   to  be  r e p l a c e d .  
A l so   in  p r e f e r r e d   e m b o d i m e n t s ,   t h e   v e c t o r  

i n c l u d e s   a  s e l e c t a b l e   m a r k e r   b e t w e e n   t h e   f i r s t   a n d  

s e c o n d   r e s t r i c t i o n   enzyme  c l e a v a g e   s i t e s   to   mark  t h e  

p r e s e n c e   of  t he   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e   a n d  

t h e r e b y   to  d i f f e r e n t i a t e   i n t e g r a n t s   f rom  c e l l s   h a v i n g  

t h e   r e p l i c a t i o n - c o m p e t e n t   e x t r a c h r o m o s o m a l   p l a s m i d .  

E i t h e r   a l o n e   or  in  c o m b i n a t i o n   w i t h   t he   a b o v e - m e n t i o n e d  

s e l e c t a b l e   m a r k e r ,   t h e   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e   a n d  

o t h e r   DNA  to  be  e x c i s e d   may  be  p o s i t i o n e d   to  d iv ide   a  g e n e  

c o d i n g   f o r   a  s e l e c t a b l e   m a r k e r   i n t o   two  n o n - f u n c t i o n a l  

f r a g m e n t s   t h a t   a r e   j o i n e d   and  become   f u n c t i o n a l   u p o n  
e x c i s i o n   of  t h a t   f r a g m e n t .   In  t h i s   way,   when  t h e  

r e p l i c a t i o n   i n c o m p e t e n t   DNA  i n t e g r a t e s   in  t h e   h o s t  

c h r o m o s o m e ,   t he   s e c o n d   s e l e c t a b l e   m a r k e r   w i l l   b e  

e x p r e s s e d .   Thus   i t   is  p o s s i b l e   to  s e l e c t   f o r   c e l l s   t h a t  

h a v e   u n d e r g o n e   t he   d e s i r e d   i n t e g r a t i o n   by  s e l e c t i n g   f o r  

t h e   s e c o n d   s e l e c t a b l e   m a r k e r .   Mos t   p r e f e r a b l y ,   t h e  

s e g m e n t   of  DNA  to  be  i n t e g r a t e d   c a r r i e s   a  m a r k e r   t h a t  

can   a l s o   be  s e l e c t e d   a g a i n s t   ( l i k e   t e t r a c y c l i h e  

r e s i s t a n c e )   and  t h a t   i s   i d e n t i c a l   to  t h e   s e c o n d  

s e l e c t a b l e   m a r k e r ,   so  t h a t   a f t e r   c o l o n i e s   e x h i b i t i n g   t h e  

t r a i t   a r e   e s t a b l i s h e d ,   t h e   t r a i t   can   be  s e l e c t e d   a g a i n s t  

to  i s o l a t e   m i c r o o r g a n i s m s   t h a t   have   u n d e r g o n e   e x c i s i o n  

of  the   m a r k e r   g e n e .   By  s o - d o i n g ,   t he   p r o c e s s   o f  

i d e n t i f y i n g   the   u l t i m a t e l y   d e s i r e d   c e l l s   i s   s i m p l i f i e d  

b e c a u s e   t h a t   i d e n t i f i c a t i o n   is   made  f rom  a  p o p u l a t i o n  

c o n t a i n i n g   a  l a r g e r   p e r c e n t a g e   of  d e s i r e d   c e l l s .  



The  m e t h o d   may  be  u s e d   s p e c i f i c a l l y   to   i n t e g r a t e  

i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   an  e n g i n e e r e d   gene   c o d i n g   f o r   a  

d e s i r e d   p r o t e i n   so  t h a t   t h e   s e c o n d   h o s t   p r o d u c e s   t h e  

d e s i r e d   p r o t e i n ;   a l t e r n a t i v e l y ,   t h e   m e t h o d   may  be  u s e d   t o  

d e l e t e   a  s p e c i f i c   c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   gene   f r o m   a  

b a c t e r i a l   c e l l   by  c o n s t r u c t i n g   a  h y b r i d   DNA  m o l e c u l e  

c o m p r i s i n g   in  t h e   c o r r e c t   o r i e n t a t i o n   two  d i s c r e t e   DNA 

s e q u e n c e s ,   one  of   w h i c h   is  n a t u r a l l y   l o c a t e d   i m m e d i a t e l y   5 '  

to   t he   gene   to  be  d e l e t e d ,   and  t h e   o t h e r   o f   w h i c h   i s  

n a t u r a l l y   l o c a t e d   3'  to  t h e   g e n e .   The  DNA  m o l e c u l e   i s  

i n s e r t e d   i n t o   a  v e c t o r   f rom  w h i c h   t he   r e p l i c a t i o n   o r i g i n  

can  be  c o n v e n i e n t l y   e x c i s e d .   Upon  e x c i s i o n   of   t h e   r e p l i -  

c a t i o n   o r i g i n   f rom  t h e   e n g i n e e r e d   c o n s t r u c t i o n ,   t h e  

r e m a i n i n g   DNA  is   r e c i r c u l a r i s e d ,   and  t h e   n e w l y - m a d e   c o n -  

s t r u c t i o n   is   i n c o r p o r a t e d   by  r e c o m b i n a t i o n   i n t o   t h e  

c h r o m o s o m e   of  t h e   b a c t e r i a l   c e l l   a t   or  n e a r   t h e   l o c u s   o f  

t h e   gene   f o r   w h i c h   t h e   c o n s t r u c t i o n   c a r r i e s   an  e n g i n e e r e d  

c o p y .  

A c c o r d i n g l y ,   t h e   i n v e n t i o n   p r o v i d e s ,   in   a  f u r t h e r  

a l t e r n a t i v e   a s p e c t   t h e r e o f   a  m e t h o d   f o r   d e l e t i n g   a  s p e c i f i c  

c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   gene  f rom  a  b a c t e r i a l   c e l l ,   s a i d  

m e t h o d   b e i n g   c h a r a c t e r i s e d   in  c o m p r i s i n g   t h e   s t e p s   o f :  

(a)  f o r m i n g   an  e n g i n e e r e d   DNA  s e q u e n c e   by  l i g a t i n g  

t o g e t h e r   in   t h e   c o r r e c t   o r i e n t a t i o n   two  d i s c r e t e   DNA 

s e q u e n c e s ,  o n e   of  w h i c h   is  n a t u r a l l y   l o c a t e d   i m m e d i a t e l y   5 '  

to   t h e   gene   to   be  d e l e t e d ,   and  t h e   o t h e r   o r d i n a r i l y  

l o c a t e d   3'  to  t h e   s a i d   gene   to  f o rm  a  h y b r i d   DNA  m o l e c u l e ;  

(b)  i n s e r t i n g   s a i d   h y b r i d   DNA  m o l e c u l e   i n t o   a  v e c t o r  

f rom  w h i c h   a  DNA  s e q u e n c e   e s s e n t i a l   f o r   r e p l i c a t i o n   c a n  

be  c o n v e n i e n t l y   e x c i s e d ;  

(c)  e x c i s i n g   s a i d   r e p l i c a t i o n   s e q u e n c e   f r o m   t h e   v e c t o r  

and  r e c i r c u l a r i z i n g   t h e   r e m a i n i n g   DNA; 

(d)  t r a n s f o r m i n g   a  s a i d   b a c t e r i a l   c e l l   w i t h   s a i d   r e -  

c i r c u l a r i z e d   r e m a i n i n g   DNA,  so  t h a t   s a i d   h y b r i d   DNA 

m o l e c u l e   is   i n c o r p o r a t e d   by  r e c o m b i n a t i o n   i n t o   t h e  

c h r o m o s o m e   of  s a i d   c e l l   and  t h e r e b y   r e p l a c e s   s a i d   c h r o m o -  

s o m a l l y   l o c a t e d   g e n e ;   a n d  



(e)   i d e n t i f y i n g   d e s c e n d a n t s   of  t h e   s a i d   c e l l s   h a v i n g   s a i d  

h y b r i d   DNA  m o l e c u l e   i n t e g r a t e d   i n t o   s a i d   c e l l ' s   c h r o m o s o m e  

in  p l a c e   of  s a i d   g e n e .  

The  a l t e r a t i o n   of  a  c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   g e n e  

e n s u r e s   t h a t   t h e   a l t e r a t i o n   w i l l   be  s t a b l y   m a i n t a i n e d   i n  

t h e   p r o g e n y   of   t h e   e n g i n e e r e d   c e l l .   The  u s e   of   a  v e c t o r  

w h i c h   can  be  p r e p a r e d   and  s t a b l y   m a i n t a i n e d   in   t h e   s a m e  

t y p e   of   h o s t   c e l l   t h a t   is  u l t i m a t e l y   to  c a r r y   t h e   c h r o m o -  

s o m a l l y   l o c a t e d   a l t e r a t i o n   o v e r c o m e s   p r o b l e m s   i n h e r e n t   i n  

s y s t e m s   t h a t   i n v o l v e   t h e   use  of   t h e   two  d i f f e r e n t   t y p e s   o f  

h o s t s ,   s u c h   as  r e s t r i c t i o n   m o d i f i c a t i o n   s y s t e m   b a r r i e r s  

b e t w e e n   h e t e r o l o g o u s   c e l l   t y p e s .   The  v e c t o r s   and  m e t h o d s  

d e s c r i b e d   h e r e i n   s i m p l i f y   t he   p r o c e d u r e   f o r   a l t e r a t i o n   o f  

a  c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   gene  and  e x p a n d   t h e   a p p l i c a b i l i t y  

of  s u c h   a  p r o c e d u r e .  

The  i n v e n t i o n   i s   h e r e i n a f t e r   more  p a r t i c u l a r l y  

d e s c r i b e d   by  way  of  e x a m p l e   o n l y   w i t h   r e f e r e n c e   to  t h e  

a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s ,   in  w h i c h : -  



F i g s .   l a - l h   a r e   f l o w   d i a g r a m s   of  t h e   s t e p s   of  a  
m e t h o d   f o r   i n t r o d u c i n g   e n g i n e e r e d   g e n e s   i n t o   t h e  
c h r o m o s o m a l   DNA  of  a  b a c t e r . i a l   c e l l ;   the   d i a g r a m  

i n d i c a t i n g   c e r t a i n   r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   s i t e s   on  t h e  
v e c t o r   DNA  and  c h r o m o s o m a l   DNA; 

F i g .   2  i s   a  d i a g r a m   of   t h e   v e c t o r   p K B 7 0 1  
s h o w i n g   c e r t a i n   r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   s i t e s   t h e r e o n ;  

F i g .  3   i s   a  d i a g r a m   d e p i c t i n g   t h e   c o n s t r u c t i o n  
of  pKB719-1 

F i g .   4  is  a  d i a g r a m   d e p i c t i n g   t he   c o n s t r u c t i o n  

of  pKB843;   a n d  

F i g s .   5 a  -   5h  a r e   f l o w   d i a g r a m s   of   t he   s t e p s   o f  

an  a l t e r n a t e   m e t h o d   fo r   i n t r o d u c i n g   e n g i n e e r e d   g e n e s  

i n t o   t h e   c h r o m o s o m a l   DNA  of   a  b a c t e r i a l   c e l l .  

In  g e n e r a l ,   t h e   v e c t o r   i s   c o n s t r u c t e d   f rom  a  

p r e c u r s o r   ( e . g .   pKB701  in   F i g .   2  or  pKB843  i l l u s t r a t e d  

in  F i g .   4)  w h i c h   i n c l u d e s   a  r e p l i c a t i o n   o r i g i n   b r a c k e t e d  

on  e i t h e r   s i d e   by  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   s i t e s .   T h e s e  

t w o  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   s i t e s   may  be  s i t e s   t h a t   a r e  

r e c o g n i z e d   by  t h e   same  or  d i f f e r e n t   e n z y m e s .   L o c a t e d  

o u t s i d e   of   t h e   r e p l i c a t i o n   o r i g i n   s e q u e n c e   i s   a  c l e a v a g e  

s i t e   f o r   t he   i n s e r t i o n   of  t h e   DNA  s e q u e n c e   one  w i s h e s   t o  

e n g i n e e r .   In  t h e   p r e f e r r e d   e m b o d i m e n t   t h i s   r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   c l e a v a g e   s i t e   i s   r e c o g n i z e d   by  an  e n z y m e  
w h i c h   d o e s   n o t   r e c o g n i z e   e i t h e r   of   t he   f i r s t   two  s i t e s .  

The  v e c t o r   f u r t h e r   i n c l u d e s   a  DNA  s e q u e n c e ,   or  s e q u e n c e  

s e g m e n t s   w h i c h ,   when  j o i n e d ,   c o d e   f o r   an  a n t i b i o t i c  

r e s i s t a n c e   t r a i t   w h i c h   p r o v i d e s   t h e   means   by  w h i c h  

b a c t e r i a l   c e l l s   c a r r y i n g   t h e   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   on  a  

c h r o m o s o m e   may  be  d e t e c t e d .   The  s t r u c t u r e   of  t w o  

s p e c i f i c   s u c h   p r e c u r s o r s   (pKB701  and  pKB843)  a r e  

i l l u s t r a t e d   by  t h e   f o l l o w i n g   d e s c r i p t i o n   of   t h e i r  

c o n s t r u c t i o n .  



The  f o l l o w i n g   d e s c r i p t i o n   of   t he   c o n s t r u c t i o n  

of  v e c t o r s   pKB701  and  pKB843  i l l u s t r a t e s   m e t h o d s   f o r  

m a k i n g   the   v e c t o r s ;   to  the  e x t e n t   n o t   s p e c i f i c a l l y  

d e s c r i b e d   h e r e i n ,   s t a n d a r d   r e c o m b i n a n t   DNA  t e c h n i q u e s  

a r e   used   s u c h   as  t h o s e   d e s c r i b e d   in   M a n i a t i s ,   M o l e c u l a r  

C l o n i n g   ( C o l d   S p r i n g   H a r b o r   L a b o r a t o r i e s   1982)   w h i c h   i s  

h e r e b y   i n c o r p o r a t e d   by  r e f e r e n c e .  

To  c o n s t r u c t   the   v e c t o r   pKB701  ( s ee   F i g .   2 ) ,   a  

d e r i v a t i v e   of   pBR322  was  c o n s t r u c t e d  i n   w h i c h   K p n I  

l i n k e r s   we re   i n s e r t e d   i n t o   s i t e s   a d j a c e n t   to  a n d  

b r a c k e t i n g   t h e   r e p l i c a t i o n   o r i g i n .   On  t h e   s i d e   of  t h e  

r e p l i c a t i o n   o r i g i n   a d j a c e n t   the   b e t a   l a c t a m a s e   g e n e ,  
t h i s   was  a c c o m p l i s h e d   by  p a r t i a l   d i g e s t i o n   w i t h   Sau  3 A .  

I n i t i a l l y ,   a  H i n d I I I   l i n k e r   was  p u t   b e t w e e n   t h e   gene   f o r  

b e t a - l a c t a m a s e   and   t h e   o r i g i n .   L a t e r , ,   t h i s   H i n d  I I I  

s i t e   was  c o n v e r t e d   to  a  KpnI  s i t e   u s i n g   KpnI  l i n k e r s .  

S i m i l a r l y ,   t h e   T t h l l l I   s i t e   of  p B R 3 2 2   was  c o n v e r t e d   to  a  

KpnI  s i t e   u s i n g   KpnI   l i n k e r s .   The  s p e c i f i c s   of  t h e  

c o n s t r u c t i o n   y i e l d e d   an  NcoI   s i t e   ( a t   t h e   j u n c t i o n   o f  

t he   Kpnl  l i n k e r   and  t h e   T t h l l l I   s i t e )  a n d   an  NdeI  s i t e  

( b e t w e e n   a d j a c e n t   KpnI  l i n k e r s   w h i c h   o c c u r   in   t h e  

c o n s t r u c t i o n ) .   The  two  l i n k e r   i n s e r t i o n s   we re   c o m b i n e d  

o n t o   a  s i n g l e  p l a s m i d   in  a  c o n s t r u c t i o n   w h i c h   i n v o l v e d  

NdeI   and  E c o R I .   As  a  c o n s e q u e n c e ,   a  s m a l l   a m o u n t   o f  

m a t e r i a l   b e t w e e n   t h e   Ndel   and  T t h 1 1 1 I  s i t e s   of  p B R 3 2 2  

was  l o s t   f r o m   t h e   f i n a l   v e c t o r .   The  o r i g i n a l   i n s e r t i o n  

of  a  Hind  I I I   l i n k e r   was  a l s o   a c c o m p a n i e d   by  a  s m a l l  

l o s s   of  m a t e r i a l ,  b u t   n e i t h e r   of  t h e s e   s m a l l   d e l e t i o n s  

has   a  d e t e c t a b l e   c o n s e q u e n c e   on  t h e   u t i l i t y   of  t h e  

v e c t o r .  



A  s e c o n d   p r e c u r s o r   v e c t o r   pKB843  i s   c o n s t r u c t e d  

f rom  the   e l e m e n t s   i l l u s t r a t e d   in  F i g .   4  and  i n c l u d e s  

c e r t a i n   i m p r o v e m e n t s   t h a t   make  i t s   use   more  e f f i c i e n t .  

The  d e t a i l s   of  t he   e l e m e n t s   of  pKB843  a r e   c l e a r   f rom  t h e  

d e s c r i p t i o n   of  i t s   c o n s t r u c t i o n   g i v e n   b e l o w .   In  b r i e f ,  

pKB843  c o n t a i n s   two  s e l e c t a b l e   m a r k e r s   t h a t   a i d   i n  

s e l e c t i o n   of   c e l l s   t h a t   have   u n d e r g o n e   t h e   d e s i r e d  

i n t e g r a t i o n .   When  u s i n g   pKB701 ,   t h e   o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   m u s t   be  c o m p l e t e l y   e l i m i n a t e d ;   o t h e r w i s e   i t  

w i l l   no t   be  p o s s i b l e   to  use   t h e   s e l e c t a b l e   m a r k e r   t o  

d i f f e r e n t i a t e   b e t w e e n   c o l o n i e s   w h e r e   i n t e g r a t i o n   h a s  

o c c u r r e d   and  c o l o n i e s   w h e r e   t h e   m a r k e r   i s   p r e s e n t   on  a n  

e x t r a c h r o m o s o m a l   e l e m e n t .   P l a s m i d   pKB843  a d d r e s s e s   t h i s  

p r o D l e m   as  d e s c r i b e d   b e l o w .  

P l a s m i d   pKB843  c o n t a i n s   a  g e n e   e n c o d i n g   a  

s e l e c t a b l e   p h e n o t y p e   on  t h e   s e g m e n t   t h a t   is   d e l e t e d   w i t h  

t h e   o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n .   As  shown  in  F i g .   4,  p K B 8 4 3 ,  

p i e c e   B  c o n t a i n s   t he   o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n   f rom  p B R 3 2 2  

a n d   ampR.  T h u s ,   t he   p r e s e n c e   of   a m p i c i l l i n   r e s i s t a n c e  

i n d i c a t e s   t h e   p r e s e n c e   of  t h e   e x t r a c h r o m o s o m a l   p l a s m i d  

pKB843  w i t h   i t s   o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n .  

P l a s m i d   pKB843  c o n t a i n s   a  g e n e   c o d i n g   f o r   a  

s e c o n d   s e l e c t a b l e   p h e n o t y p e   ( t e t r a c y c l i n e   r e s i s t a n c e ) .  

The  gene   i s   d i v i d e d   by  p i e c e   B  i n t o   two  i n a c t i v e  

f r a g m e n t s .   When  t he   o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n   i s   d e l e t e d  

and  t he   r e s u l t i n g   v e c t o r   i n t e g r a t e s ,   t h e   two  f r a g m e n t s  
w i l l   be  j o i n e d   to  f o r m   a  f u n c t i o n a l   t e t R   g e n e   t h a t   c a n  

be  u s e d   to  d i f f e r e n t i a t e   i n t e g r a n t s   f r o m   c e l l s   h a v i n g  

p l a s m i d s   t h a t   r e t a i n   an  o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n .   As 

d e s c r i b e d   b e l o w   i t   i s   a l s o   u s e f u l   to  s e l e c t   a g a i n s t  
t e t R   to  i s o l a t e   c e l l s   t h a t   h a v e   u n d e r g o n e   e x c i s i o n .  

P l a s m i d   pKB843  a l s o   has   a ' s u i t a b l e   r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   c l e a v a g e   s i t e   f o r   i n s e r t i o n   of  a  s e q u e n c e  
to  be  c o m b i n e d   in  t h e   h o s t   c h r o m o s o m e ;   f o r   e x a m p l e ,  

EcoRI   in  F i g .   4 .  



To  c o n s t r u c t   pKB843 ,   t h r e e   s e p a r a t e   s e g m e n t s   o f  

DNA  shown  in  F i g .   4  a r e   o b t a i n e d   and  l i g a t e d   t o g e t h e r  

u s i n g   r e c o m b i n a n t   DNA  e n g i n e e r i n g   t e c h n i q u e s   such   a s  

t h o s e   d e s c r i b e d   by  M a n i a t i s ,   c i t e d   a b o v e .  
P i e c e   A  is   a  s e g m e n t   c o n t a i n i n g   the   5'  p o r t i o n  

of   t he   t e t R   g e n e ,   s u c h   as  t h e   375  bp  f r a g m e n t   o b t a i n e d  

by  d i g e s t i n g   pBR322  w i t h   EcoRI   and  B a m H I .  

P i e c e   B  is  a  2 . 1 4   kb  s e g m e n t   of  p B R 3 2 2  

c o m p r i s i n g   the   r e g i o n   f rom  T t h l l l I   to  EcoRI   and  c a r r i e s  

t h e   o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n   as  w e l l   as  an  a m p i c i l l i n  

r e s i s t a n c e   gene   or  a  DNA  s e g m e n t   h a v i n g   a  s i m i l a r  

f u n c t i o n .   The  s e g m e n t   is   o b t a i n e d   by  d i g e s t i o n   w i t h  

EcoRI   and  T t h l l l I ,   and  t h e   e n d s   of  t h e   s e g m e n t   a r e  

c o n v e r t e d   by  l i n k e r s   f i r s t   to   KpnI   e n d s   and  t h e n   t o  

BamHI  e n d s .  

P i e c e   C  is   any  s u i t a b l e   r e g i o n   h a v i n g   a  BamHI 

s i t e   a d j a c e n t   a  3'  p o r t i o n   of   t h e   t e t R   g e n e   t h a t  

c o m p l e m e n t s   t he   5'   p o r t i o n   of   p i e c e   A  to   y i e l d   a  

f u n c t i o n a l   t e t R   g e n e .   A  s u i t a b l e   f r a g m e n t   of  p B R 3 2 2 ,  

or  a  p r e c u r s o r   to  i t ,   c o u l d   be  u s e d   s u c h   as  a  

B a m H I - t o - H p a I   f r a g m e n t   of  pMB9  [ATCC  3 7 0 1 9 ]   in  wh ich   a  

l i n k e r   has   b e e n   u s e d   to  c o n v e r t   t h e   Hpa l   s i t e   to  E c o R I .  
P l a s m i d s   pKB701  and  pKB843  h a v e   b e e n   d e p o s i t e d  

in  E .  c o l i   s t r a i n   YMC9  w i t h   t h e   A m e r i c a n   T i s s u e   T y p e  

C u l t u r e   C o l l e c t i o n   u n d e r   a c c e s s i o n   n o s .   39772   and  5 3 1 8 1 ,  

r e s p e c t i v e l y .  



In  g e n e r a l ,   t h e   p r e c u r s o r   v e c t o r   i s   u t i l i z e d   a s  

f o l l o w s :   R e f e r r i n g   to  F i g s .   l a   and  l b ,   a  DNA  s e q u e n c e   A 

i s   i n s e r t e d   i n t o   t h e   p r e c u r s o r   v e c t o r   w h i c h   h a s   a  

r e p l i c a t i o n  o r i g i n   RO  and  a  m a r k e r   M  to  c o n v e y  

a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   and  f a c i l i t a t e   r e c o g n i t i o n   o f  

c e l l s   c a r r y i n g   t h e   v e c t o r .   T h e  i n s e r t i o n   of  s e q u e n c e   A 

i n t o   t h e   p r e c u r s o r   is   f a c i l i t a t e d   by  t h e   e x i s t e n c e   o n  

t h e   p r e c u r s o r   of  a  c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i z e d   by  an  e n z y m e  

w h i c h   d o e s   n o t   r e c o g n i z e   e i t h e r   of  t he   s i t e s   b r a c k e t i n g .  

t h e   r e p l i c a t i o n   o r i g i n .   S e q u e n c e   A  may  be  any   s e q u e n c e  

t h a t   i s   to   be  e n g i n e e r e d   to   s e q u e n c e   A'  f o r   i n t e g r a t i o n  

i n t o   t h e   c h r o m o s o m e - - f o r   e x a m p l e ,   i t   may  be  a  s t r u c t u r a l  

g e n e   c o d i n g   f o r   a  p r o t e i n   d e s i r a b l e   in  i t s   own  r i g h t   o r  

an  e n z y m e   w h i c h   c a t a l y z e s   a  r e a c t i o n   in  a  p a t h w a y   to  a  

d e s i r e d   p r o d u c t ,   t o g e t h e r   w i t h   an  a p p r o p r i a t e   c o n t r o l  

s e q u e n c e   f o r   e x p r e s s i o n   of  t h a t   s t r u c t u r a l   g e n e .  
S e q u e n c e   A  i n c l u d e s   f l a n k i n g   r e g i o n s   a t   e a c h   of  i t s   e n d s  
w h i c h   a r e   h o m o l o g o u s   t o ,   and   h a v e   t h e  s a m e   d i r e c t i o n   a s ,  
c o r r e s p o n d i n g   r e g i o n s   of  h o s t   c h r o m o s o m a l   s e q u e n c e   A 
w h i c h   i s   t a r g e t e d   to  be  r e p l a c e d   by  s e q u e n c e   A ' .   T h e s e  

f l a n k i n g   r e g i o n s   m u s t   be  l o n g   e n o u g h   to  p e r m i t  

i n t e g r a t i o n   of   s e q u e n c e   A'  i n t o   t he   c h r o m o s o m e   by  m e a n s  
of  r e c o m b i n a t i o n   e v e n t s .   S p e c i f i c a l l y ,   t h e   e f f i c i e n c y  
of  i n t r o d u c i n g   c o n s t r u c t i o n   A'  i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   w i l l  
i n c r e a s e   as   t h e   s i z e   of   t h e   h o m o l o g o u s   f l a n k i n g   r e g i o n s  
i n c r e a s e s .  

R e f e r r i n g   to  F i g .   l c ,   t he   DNA  s e q u e n c e   i s  
e n g i n e e r e d   so  t h a t   s e q u e n c e   A  b e c o m e s   a l t e r e d   s e q u e n c e  
A'  as  a  r e s u l t   of  e n g i n e e r i n g   o f   d e s i r e d   c h a n g e s   i n  
s e q u e n c e   A..  In  F i g .   lc   t h e   v e c t o r   c o n t a i n i n g   t h e  
a l t e r e d   s e q u e n c e   A'  can   a u t o n o m o u s l y   r e p l i c a t e   in  a  h o s t  
c e l l ,   and  t h e   v e c t o r   w i l l   be  s t a b l y   m a i n t a i n e d   b e c a u s e  



of  t he   p r e s e n c e   of  the   r e p l i c a t i o n   o r i g i n   RO  on  t h e  

v e c t o r .   In  a l l   s t e p s ,   t h e   v e c t o r   and  gene   u n d e r  

e n g i n e e r i n g   may  be  m a i n t a i n e d   in   t h e   same  c e l l   t y p e   a s  

i s   u l t i m a t e l y   to  c a r r y   t h e   a l t e r a t i o n   on  i t s   c h r o m o s o m e .  

To  e f f e c t   i n t e g r a t i o n   o f   t h e   a l t e r e d   s e q u e n c e  

i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of  a  h o s t   c e l l ,   t he   p l a s m i d   i s  

i s o l a t e d .   The  r e p l i c a t i o n   o r i g i n   RO  t h e n   is   e x c i s e d  

( F i g .   ld)   by  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   d i g e s t i o n   a n d  

s e p a r a t e d   f r o m   t h e   r e m a i n d e r   of   t h e   DNA,  w h i c h   i s  

r e c i r c u l a r i z e d   by  t r e a t m e n t   w i t h   DNA  l i g a s e .   The  v e c t o r  

i s   i n c o r p o r a t e d   i n t o   a  h o s t   w h e r e   i t   r e c o m b i n e s   i n t o   t h e  

c e l l   c h r o m o s o m e   a t   or  n e a r   t h e   l o c u s   of  the   s e a u e n c e  

A  f o r   w h i c h   t h e   v e c t o r   c a r r i e s   an  e n g i n e e r e d   copy  A '  

( F i g .   l e ) .   O n l y  t h o s e   c o n s t r u c t i o n s   w h i c h   have   l o s t   t h e  

r e p l i c a t i o n   o r i g i n   w i l l   be  i n c o r p o r a t e d   i n t o   t he   c e l l  

c h r o m o s o m e .   The  p r o p o r t i o n   of   a l t e r e d   (A')  c h r o m o s o m e s  

to  w i l d - t y p e   (A )  c h r o m o s o m e s   p r o d u c e d   as  a  r e s u l t   o f  

r e c o m b i n a t i o n   w i l l   be  g r e a t e s t   when  the   s i z e s   of  t h e  

f l a n k i n g   r e g i o n s   a r e   g e n e r a l l y   e q u i v a l e n t   to  each   o t h e r  

b e c a u s e   t h i s   w i l l   f a v o r   e q u a l   r a t e s   of  r e c o m b i n a t i o n   o n  
e a c h   s i d e   of   t h e   a l t e r a t i o n .  

R e f e r r i n g   to  F i g .   l f ,   a  c r o s s - o v e r  

r e c o m b i n a t i o n   e v e n t   o c c u r s   so  t h a t   t he   a l t e r e d   s e q u e n c e  
A'  is   c a r r i e d   on  t h e   c e l l   c h r o m o s o m e   and  the   n a t u r a l l y  

o c c u r r i n g   s e q u e n c e   A   is   c a r r i e d   on  t he   v e c t o r   ( F i g .  

I g ) .  
The  c o n s t r u c t i o n   and  u s e   of   a  s p e c i f i c   v e c t o r  

(pKB719)  i l l u s t r a t e s   t he   u s e   of   t h e   a b o v e   p r o c e d u r e   t o  
d e l e t e   a  c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   g e n e .   R e f e r r i n g   to  F i g .  
3,  in  o r d e r   to   h a v e   an  E.  c o l i   s t r a i n   in  w h i c h   a l l  

c h r o m o s o m a l   s e q u e n c e s   c o m p r i s i n g   t h e   pheA  s t r u c t u r a l  

.gene  w e r e   r e m o v e d ,   a  c l o n e d   v e r s i o n   of  t he   E.  c o l i   phe  A 

gene   was  u s e d .   A  p i e c e   of  DNA  was  c o n s t r u c t e d   w h i c h  

c o n t a i n e d   m a t e r i a l   f r o m  e i t h e r   s i d e   of   t he   pheA  g e n e .  



On  one  s i d e ,   t h e   r e g i o n   EcoRI   to  H i n c   I I   was  u s e d ;   o n  

t he   o t h e r ,   t h e   Ban  I  to  XmnI  r e g i o n   was  u s e d .   T h e s e  

r e g i o n s   w e r e   c o m b i n e d   and  we re   c l o n e d   b e t w e e n   the   E c o R I  

and  P v u I I   s i t e s   of   p K B 7 0 1 ,  y i e l d i n g   p K B 7 1 9 .   pKB719  w a s  

d i g e s t e d   w i t h   K p n I ,   and  t h e   r e s u l t i n g   f r a g m e n t s   w e r e  

r e s o l v e d   by  p o l y a c r y l a m i d e   g e l   e l e c t r o p h o r e s i s .   T h e  

l a r g e r   f r a g m e n t ,   c a r r y i n g   t h e   e n g i n e e r e d   pheA  d e l e t i o n ,  

was  c i r c u l a r i z e d   w i t h   DNA  l i g a s e   and  t r a n s f o r m e d   i n t o   E .  

c o l i   s t r a i n   YMC9  (ATCC  3 3 9 2 7 ) .   A m p i c i l l i n   r e s i s t a n t  

t r a n s f o r m a n t s   w e r e   s e l e c t e d .   T h e s e   o c c u r r e d   a t   a  

f r e q u e n c y   b e t w e e n   100  and  1 , 0 0 0   t i m e s   l e s s   t h a n  

t r a n s f o r m a t i o n   of   YMC9  w i t h   p B R 3 2 2 .   T r a n s f o r m a n t s   w e r e  

a n a l y z e d   f o r   t h e   p r e s e n c e   of   p l a s m i d   DNA.  I f   t h e r e   i s  

c o n t a m i n a t i o n   of   t he   p r e p a r e d  D N A   f r a g m e n t   w i t h   e i t h e r  

t he   o r i g i n   f r a g m e n t   or  i n c o m p l e t e l y   d i g e s t e d   p K B 7 1 9 ,  

t h e n   some  t r a n s f o r m a n t s   w i l l   c a r r y   p l a s m i d s   i d e n t i c a l   t o  

pKB719.   The  f r e q u e n c y   of   r e c o v e r y   of   p K B 7 1 9  

t r a n s f o r m a n t s   may  be  s h a r p l y   r e d u c e d   by  t r e a t i n g   t h e  

c i r c u l a r i z e d   DNA  w i t h   r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   N d e l ,  

w h i c h   l i n e a r i z e s   DNA  m o l e c u l e s   c o n t a i n i n g   t h e  

r e p l i c a t i o n   o r i g i n   f r a g m e n t .   S e v e r a l   a m p i c i l l i n  
r e s i s t a n t   i s o l a t e s   w h i c h   d i d   n o t   c a r r y   any   d e t e c t a b l e  

p l a s m i d   w e r e   i d e n t i f i e d .   C u l t u r e s   of   t h e s e   i s o l a t e s  

were   e n r i c h e d   f o r . p h e n y l a l a n i n e   a u x o t r o p h s   b y  

c y c l o s e r i n e   e n r i c h m e n t .   Such  p h e n y l a l a n i n e   a u x o t r o p h s  

were   f o u n d   t o  h a v e   s i m u l t a n e o u s l y   l o s t   t h e i r   a m p i c i l l i n  

r e s i s t a n c e ,   i n d i c a t i n g   t h a t   t h e y   a r o s e   by  a  m e c h a n i s m  
o u t l i n e d   in  F i g .   l f .  

The  a b o v e - m e n t i o n e d   p r o b l e m s   r e g a r d i n g   t h e  

e x i s t e n c e   of  t r a n s f o r m a n t s   h a v i n g   p l a s m i d s   i d e n t i c a l   t o  

pKB719,   or  o t h e r   p l a s m i d s   c o n t a i n i n g   t h e   ampR 

s e l e c t i o n   m a r k e r   on  a  r e p l i c a t i o n   c o m p e t e n t  

e x t r a c h r o m o s o m a l   e l e m e n t ,   i s   a m e l i o r a t e d   by  the   use  o f  

p l a s m i d s   d e r i v e d   f rom  pKB843  b e c a u s e   of  t h e   i m p r o v e d  

m e c h a n i s m   f o r ' s e l e c t i n g   o r g a n i s m s   t h a t   h a v e   u n d e r g o n e  



t he   d e s i r e d   e v e n t s .   A f t e r   t h e   d e s i r e d  

c h r o m o s o m a l - i n s e r t i o n   f r a g m e n t   has   b e e n   i n s e r t e d   i n  

pKB843 ,   and  t h e   r e p l i c a t i o n   o r i g i n   has   b e e n   d e l e t e d   a s  

d e s c r i b e d   a b o v e ,   t h e   r e s u l t i n g   p l a s m i d   is   i n s e r t e d   in  a  

h o s t   o r g a n i s m   and  t e t r a c y c l i n e   r e s i s t a n t   t r a n s f o r m a n t s  

a r e   s e l e c t e d .   An  a m o u n t   of  t e t r a c y c l i n e   t h a t   i s  

a p p r o p r i a t e   f o r   c e l l s   c a r r y i n g   a  s i n g l e   copy   of   t e t R  

i s   u s e d ,   mos t   p r e f e r a b l y   a b o u t   3  u g / m l .  

The  ampR  m a r k e r   is   u s e d   to   e n s u r e   t h a t   t h e  

s e l e c t e d   t r a n s f o r m a n t s   a r e   c h a r a c t e r i z e d   by  a n  

i n t e g r a t e d   t e t R   g e n e   and  no t   by  a  t e t R   gene   on  a  

r e p l i c a t i o n   c o m p e t e n t   p l a s m i d   s u c h   as  may  a r i s e   r a r e l y  

by  t h e   j o i n i n g   of  an  o r i g i n   f r a g m e n t   to  two  of  t h e  

r e p l i c a t i o n a l l y   i n e r t   f r a g m e n t s ,   g e n e r a t i n g   a  

r e p l i c a t i o n   c o m p e t e n t   p l a s m i d   b e a r i n g   t h e   t e t R   g e n e .  
F i n a l l y ,   f r o m   c l o n e s   t h a t   a r e   t e t r a c y c l i n e  

r e s i s t a n t ,   i t   i s   p o s s i b l e   to  s e l e c t   f o r   s u b - c l o n e s   t h a t  

have   u n d e r g o n e   e x c i s i o n   of  t h e   t e t r a c y c l i n e   g e n e   a n d  

t h e r e f o r e   a l s o   have   u n d e r g o n e   t he   d e s i r e d   e x c i s i o n   o f  

t h e   h o m o l o g o u s   p o r t i o n   of  t h e   o r i g i n a l   c h r o m o s o m e   (A c 
in  F i g .   5)  or  t he   u n d e s i r e d   e x c i s i o n   o f ,   e . g . ,   t h e  

h o m o l o g o u s   s e g m e n t   A'  o r i g i n a t i n g   f rom  p K B 8 4 3 .  

S e l e c t i n g   a g a i n s t   t e t R   may  be  p e r f o r m e d ,   f o r   e x a m p l e  

by  t h e   g e n e r a l   m e t h o d   d i s c l o s e d   in  B o c h n e r   e t   a l .   ( 1 9 8 0 )  

J .   B a c t e r i o l o g y   1 4 3 : 9 2 6 - 9 3 3 .  

H a v i n g   s e l e c t e d   f o r   a  p o p u l a t i o n   h i g h l y  

e n r i c h e d   in  c e l l s   w h i c h   have  u n d e r g o n e   the   d e s i r e d  

e x c i s i o n ,   i t   i s   much  e a s i e r   t h e n   to  i d e n t i f y   s u c h   c e l l s ,  

f o r   e x a m p l e   by  s c r e e n i n g   or  s e l e c t i n g   f o r   t h e  

p h e n o t y p i c a l   t r a i t   r e s u l t i n g   f rom  t h a t   e x c i s i o n ,   or  b y  

s i m p l e   s c r e e n i n g   p r o c e d u r e s   t h a t   i n d i c a t e   t he   c o r r e c t  

DNA  s t r u c t u r e   such   as  S o u t h e r n   b l o t   a n a l y s i s   a f t e r  

r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   d i g e s t i o n   of  w h o l e   c e l l   DNA. 



F i g .   5  i l l u s t r a t e s   g e n e r a l l y   t h e   use   o f   a  v e c t o r  

b a s e d   on  a  p r e c u r s o r   such   as  pKB843  t h a t   i n c l u d e s   a  f i r s t  

m a r k e r   g e n e   d i v i d e d   i n t o   two  h a l v e s   (ML  and  MRI  r e s p e c t i v e l y  

in   F i g .   5)  by  t h e   e x c i s a b l e   r e p l i c a t i o n - d e t e r m i n i n g   DNA 

s e g m e n t   ( R . 0   in   F i g .   5 ) .   The  r e p l i c a t i o n - d e t e r m i n i n g  

s e g m e n t   a l s o   c o n t a i n s   a  s e c o n d   m a r k e r   g e n e ,   M2.  In  o t h e r  

r e s p e c t s ,   t h e   l a b e l s   in  F i g .   5  a r e   as  d e s c r i b e d   a b o v e   f o r  

F i g .   1.  The  s t e p s   i n v o l v e d   a r e   t he   s a m e ,   e x c e p t   t h a t  

s e l e c t i o n   p r o c e d u r e s   d e s c r i b e d   a b o v e   f o r   pKB843  a r e  

e n a b l e d ,   e . g . ,   a t   s t e p   5f  to  d e t e r m i n e   t h e   a b s e n c e   of   M2 
and   t h e   p r e s e n c e   of  MLR;  at  s t e p   5h,   MLR  i s   s e l e c t e d  

a g a i n s t .  

O t h e r   a r r a n g e m e n t s   a r e   e n v i s a g e d   w i t h i n   t h e   b r o a d  

s c o p e   of   t h e   i n v e n t i o n .   For  e x a m p l e ,   t h e   m e t h o d   can   b e  

u s e d   to   i n s e r t   an  e n g i n e e r e d   gene   c o d i n g   f o r   p r o d u c t i o n   o f  

any   d e s i r e d   p r o t e i n .  



1.  A  v e c t o r   c h a r a c t e r i s e d   in  c o m p r i s i n g :  

a  r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   h a v i n g   a  f i r s t  

c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e  

a d j a c e n t   one  end  of  s a i d   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   a n d  

a  s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   a d j a c e n t   t h e   o t h e r   end   of   s a i d   r e p l i c a t i o n  

s p e c i f i c - s e q u e n c e ,  

s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   s i t e s   b e i n g   t h e   o n l y  

s i t e s   on  s a i d   v e c t o r   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o -  

n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s   e i t h e r   s a i d   f i r s t   or  s a i d  

s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e ;  

an  e n g i n e e r e d   DNA  s e q u e n c e   to  be  i n t e g r a t e d   i n t o  

t h e   c h r o m o s o m e   of   a  s e l e c t e d   b a c t e r i a l   c e l l ;   a n d  

means  a l l o w i n g   d e t e c t i o n   of   b a c t e r i a l   c e l l s   t h a t  

c a r r y   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e ;   and  f u r t h e r   c h a r a c t e r i s e d  

in  t h a t   s a i d   v e c t o r   is  c a p a b l e   o f   s t a b l e   m a i n t e n a n c e  

and  a u t o n o m o u s   r e p l i c a t i o n   of  s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   in  a  

b a c t e r i a l   c e l l ;   and  in  t h a t ,   upon   e x c i s i o n   of  s a i d   r e p l i -  

c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   i s  

e f f e c t i v e   to  i n t e g r a t e   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  b a c t e r i a l  

c e l l   of  t he   same  t y p e   as  t h e   c e l l   in  w h i c h   s a i d   v e c t o r   c a n  

be  s t a b l y   m a i n t a i n e d ,   t h e   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   so  i n t e -  

g r a t e d   t h e n   b e i n g   r e p l i c a t e d   as  p a r t   of   s a i d   c h r o m o s o m e .  

2.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to   C l a i m   1,  f u r t h e r   c h a r a c t e r -  

i s e d   in  t h a t   s a i d   r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s  

s a i d   f i r s t   c l e a v a g e   s i t e   i s   t h e   same  as  s a i d   r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s   s a i d   s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e .  

3.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  C l a i m s   1  or  2,  f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in   t h a t   s a i d   d e t e c t i o n   means   c o m p r i s e s   a  

gene   c o n f e r r i n g   r e s i s t a n c e   to  an  a n t i b i o t i c .  

4.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in   t h a t   s a i d   b a c t e r i a l   c e l l   in   w h i c h   t h e  

v e c t o r   is  c a p a b l e   of  r e p l i c a t i o n   i s   E.  c o l i .  



5.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e  
is  t h e   o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   of   p B R 3 2 2 .  

6.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   c o m p r i s e s   a  

f i r s t   f l a n k i n g   DNA  s e q u e n c e   a t   one  of  i t s   e n d s   and  a  s e c o n d  

f l a n k i n g   DNA  s e q u e n c e   a t   i t s   o p p o s i t e   e n d ,   and   in  t h a t   s a i d  

b a c t e r i a l   c h r o m o s o m e   c o m p r i s e s   a  DNA  s e q u e n c e   to  b e  

r e p l a c e d   w h i c h   c o m p r i s e s   a  s e q u e n c e   at  one  o f   i t s   e n d s  

h o m o l o g o u s   to   s a i d   f i r s t   f l a n k i n g   s e q u e n c e   and   a  s e q u e n c e  
at   i t s   o p p o s i t e   end  h o m o l o g o u s   to  s a i d   s e c o n d   f l a n k i n g  

s e q u e n c e .  
7.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  Cla im  6,  f u r t h e r   c h a r a c t e r -  

i s e d   in  t h a t   s a i d   c h r o m o s o m a l   s e q u e n c e   to  be  r e p l a c e d  

c o m p r i s e s   a  gene   c o d i n g   f o r   e x p r e s s i o n   o f   a  p r o t e i n ,   a n d  

s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   c o m p r i s e s   a  gene   e n g i n e e r e d   f r o m  

s a i d   c h r o m o s o m a l   g e n e .  

8.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  C l a i m   6,  f u r t h e r   c h a r a c t e r -  

i s e d   in  t h a t   s a i d   c h r o m o s o m a l   s e q u e n c e   to   be  r e p l a c e d  

c o m p r i s e s   a  gene   f l a n k e d   on  one  of  i t s   s i d e s   by  s a i d   f i r s t  

h o m o l o g o u s   c h r o m o s o m a l   s e q u e n c e   and  f l a n k e d   on  i t s  

o p p o s i t e   s i d e   by  s a i d   s e c o n d   h o m o l o g o u s   c h r o m o s o m a l  

s e q u e n c e ,   and   in  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  c o n s i s t s  

e s s e n t i a l l y   of   s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   f l a n k i n g  

s e q u e n c e s .  

9.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to   any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   c o m p r i s e s   a  

s t r u c t u r a l   gene   c o d i n g   f o r   a  p r o t e i n   whose   p r o d u c t i o n   i s  

d e s i r e d .  

10.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   v e c t o r   c o m p r i s e s   a  m a r k e r   c o d i n g  

f o r   a  s e l e c t a b l e   p h e n o t y p i c a l   t r a i t   b e t w e e n   s a i d   f i r s t   a n d  

s a i d   s e c o n d   r e s t r i c t i o n   c l e a v a g e   s i t e s   to  ma rk   t h e   p r e s e n c e  

of  s a i d   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e .  



11.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  of   C l a i m s   1  to   9,  f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   v e c t o r   c o m p r i s e s   a  m a r k e r   g e n e  

c o d i n g   f o r   a  s e l e c t a b l e   p h e n o t y p i c a l   t r a i t ,   s a i d   gene   b e i n g  

d i v i d e d   i n t o   two  n o n - f u n c t i o n a l   f r a g m e n t s   by  t h e   p o r t i o n   o f  

s a i d   v e c t o r   b e t w e e n   s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   r e s t r i c t i o n  

c l e a v a g e   s i t e s ,   and  s a i d   gene   b e i n g   e x p r e s s e d   when  s a i d  

p o r t i o n   i s   e x c i s e d .  

12.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  C l a i m s   10  or  11,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   p h e n o t y p i c a l   t r a i t   can  b e  

s e l e c t e d   f o r   or  a g a i n s t .  

13.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  C la im   12,  f u r t h e r   c h a r a c t e r -  

i s e d   in   t h a t   s a i d   p h e n o t y p i c a l   t r a i t   is  t e t r a c y c l i n e  

r e s i s t a n c e .  

14.   A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  C l a i m s   10  or   11,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   p h e n o t y p i c a l   t r a i t   i s   a m p i c i l l i n  

r e s i s t a n c e .  

15.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ,   f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   v e c t o r   is   a  d e r i v a t i v e   o f  

pKB701 ,   ATCC  a c c e s s i o n   no .   39772  or  of  pKB843 ,   ATCC 

a c c e s s i o n   no.   5 3 1 8 1 .  

16.   A  m e t h o d   by  w h i c h   a r t i f i c i a l l y   e n g i n e e r e d   DNA  c a n  

be  i n t r o d u c e d   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   a  b a c t e r i a l   c e l l   t o  

r e p l a c e   a  s e g m e n t   of   c h r o m o s o m a l   DNA,  c h a r a c t e r i s e d   in   t h a t  

i t   c o m p r i s e s   t he   s t e p s   o f :  

(a)  m a i n t a i n i n g   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  in  a  f i r s t  

b a c t e r i a l   c e l l  o n   a  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  p r e c e d i n g   c l a i m ;  

(b)  e x p o s i n g   s a i d   v e c t o r   to  a  s a i d   r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e ,   and  r e m o v i n g   a  DNA  s e g m e n t   c o m p r i s i n g   s a i d  

r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ;  

(c)  r e c i r c u l a r i z i n g   t he   r e m a i n i n g   DNA; 

(d)  t r a n s f o r m i n g   a  s e c o n d   b a c t e r i a l   c e l l   of  t h e  

same  t y p e   as  s a i d   f i r s t   c e l l   w i t h   s a i d   r e c i r c u l a r i z e d  

r e m a i n i n g   DNA  so  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  is   i n c o r p o r a t e d  

by  r e c o m b i n a t i o n   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of  s a i d   c e l l   a n d  

t h e r e b y   r e p l a c e s   s a i d   s e g m e n t   of  c h r o m o s o m a l   DNA;  a n d  



(e)  i d e n t i f y i n g   d e s c e n d a n t s   of  s a i d   t r a n s f o r m e d  

c e l l s   in  w h i c h   t h e   e n g i n e e r e d   DNA  is   i n t e g r a t e d   i n t o   t h e  

c h r o m o s o m e .  

17.  A  m e t h o d   by  w h i c h   a r t i f i c i a l l y   e n g i n e e r e d   DNA  c a n  

be  i n t r o d u c e d   i n t o   t he   c h r o m o s o m e   o f   a  b a c t e r i a l   c e l l   t o  

r e p l a c e   a  s e g m e n t   of  c h r o m o s o m a l   DNA,  c h a r a c t e r i s e d   in   t h a t  

i t   c o m p r i s e s   t h e   s t e p s   o f  

(a)  m a i n t a i n i n g   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  in  a  f i r s t  

b a c t e r i a l   c e l l  o n   a  v e c t o r   c o m p r i s i n g :   t h e   s a i d   e n g i n e e r e d  

DNA,  a  r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   h a v i n g   a  f i r s t  

c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e  

a d j a c e n t   one  end  o f   s a i d   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,  
and  a  s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   a d j a c e n t   t h e   o t h e r   end  of  s a i d   r e p l i c a t i o n  

s p e c i f i c - s e q u e n c e ,   s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   s i t e s   b e i n g  

t h e   o n l y   s i t e s   on  s a i d   v e c t o r   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s   e i t h e r   s a i d   f i r s t   or   s a i d  

s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e ,   and  means   a l l o w i n g   d e t e c t i o n   o f  

b a c t e r i a l   c e l l s   t h a t   c a r r y   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e ;   s a i d  

v e c t o r   b e i n g   c a p a b l e   of  s t a b l e   m a i n t e n a n c e   and  a u t o n o m o u s  

r e p l i c a t i o n   of   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   in  s a i d   f i r s t  

b a c t e r i a l   c e l l ;  

(b)  e x p o s i n g   s a i d   v e c t o r   to   a  s a i d   r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e ,   and  r e m o v i n g   a  DNA  s e g m e n t   c o m p r i s i n g   s a i d  

r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ;  

( c )   r e c i r c u l a r i s i n g   t h e   r e m a i n i n g   DNA; 

(d)  t r a n s f o r m i n g   a  s e c o n d   b a c t e r i a l   c e l l   o f   t h e  

same  t y p e   as  s a i d   f i r s t   c e l l   w i t h   s a i d   r e c i r c u l a r i z e d  

r e m a i n i n g   DNA  so  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  is  i n c o r p o r a t e d  

by  r e c o m b i n a t i o n   i n t o   t he   c h r o m o s o m e   of  s a i d   c e l l   a n d  

t h e r e b y   r e p l a c e s   s a i d   s e g m e n t   of   c h r o m o s o m a l   DNA;  a n d  

(e)  i d e n t i f y i n g   d e s c e n d a n t s   of  s a i d   t r a n s f o r m e d  

c e l l s   in  w h i c h   t h e   e n g i n e e r e d   DNA  i s   i n t e g r a t e d   i n t o   t h e  

c h r o m o s o m e .  



18.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   i.o  C l a i m   16  or  C l a i m   17,  f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   a t   l e a s t   some  of   t h e   a r t i f i c i a l  

e n g i n e e r i n g   of   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  t a k e s   p l a c e   in   s a i d  

f i r s t   b a c t e r i a l   c e l l .  

19.  A  m e t h o d   f o r   t h e   m i c r o b i o l o g i c a l   p r o d u c t i o n   of   a  

d e s i r e d   p r o t e i n   c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   t h e   m e t h o d   c o m p r i s e s  

t he   s t e p s   of   p e r f o r m i n g   a  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  any  of   C l a i m s  

16,  17  or  18,   s a i d   e n g i n e e r e d   s e q u e n c e   on  s a i d   v e c t o r   c o m -  

p r i s i n g   a  s t r u c t u r a l   gene   c o d i n g   f o r   s a i d   p r o t e i n ;   a n d  

c u l t u r i n g   s a i d   s e c o n d   b a c t e r i a l   c e l l   or  i t s   p r o g e n y .  
20.  A  m e t h o d   a c c o r d i n g   to  C l a i m s   16  or  17,   f o r   s p e c i f i -  

c a l l y   d e l e t i n g   a  c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   gene   f rom  a  b a c t e r i a l  

c e l l ,   f u r t h e r   c h a r a c t e r i s e d   in  t h a t   s a i d   e n g i n e e r e d   DNA  i s  

f o r m e d   by  l i g a t i n g   t o g e t h e r   in  t h e   c o r r e c t   o r i e n t a t i o n   t w o  

d i s c r e t e   DNA  s e q u e n c e s ,   one  of  w h i c h   i s   n a t u r a l l y   l o c a t e d  

i m m e d i a t e l y   5'  to  t he   gene   to  be  d e l e t e d ,   and  the   o t h e r  

o r d i n a r i l y   l o c a t e d   3'  to  the   s a i d   gene   to  fo rm  a  h y b r i d   DNA 

m o l e c u l e ;   and  in   t h a t   t h e   s t e p   of  t r a n s f o r m i n g   s a i d  

b a c t e r i a l   c e l l   w i t h   s a i d   r e c i r c u l a r i z e d   r e m a i n i n g   DNA,  i s  

e f f e c t i v e   to  i n c o r p o r a t e   s a i d   h y b r i d   DNA  m o l e c u l e   by  r e -  

c o m b i n a t i o n   i n t o   t h e   c h r o m o s o m e   of   s a i d   c e l l   and  t h e r e b y   t o  

r e p l a c e   s a i d   c h r o m o s o m a l l y   l o c a t e d   g e n e .  

21.  A  m e t h o d   f o r   d e l e t i n g   a  s p e c i f i c   c h r o m o s o m a l l y  

l o c a t e d   gene  f r o m   a  b a c t e r i a l   c e l l ,   s a i d   m e t h o d   b e i n g  

c h a r a c t e r i s e d   in   c o m p r i s i n g   t h e   s t e p s   o f :  

(a)  f o r m i n g   an  e n g i n e e r e d   DNA  s e q u e n c e   by  l i g a t i n g  

t o g e t h e r   in  t h e   c o r r e c t   o r i e n t a t i o n   two  d i s c r e t e   DNA 

s e q u e n c e s ,   one  o f   w h i c h   is  n a t u r a l l y   l o c a t e d   i m m e d i a t e l y  

5'  to  t h e   gene   to  be  d e l e t e d ,   and  t h e   o t h e r   o r d i n a r i l y  

l o c a t e d   3'  to  t h e   s a i d   gene   to  fo rm  a  h y b r i d   DNA  m o l e c u l e ;  

(b)  i n s e r t i n g   s a i d   h y b r i d   DNA  m o l e c u l e   i n t o   a  

v e c t o r   f rom  w h i c h   a  DNA  s e q u e n c e   e s s e n t i a l   f o r   r e p l i c a t i o n  

can  be  c o n v e n i e n t l y   e x c i s e d ;  

(c)  e x c i s i n g   s a i d   r e p l i c a t i o n   s e q u e n c e   f rom  t h e  

v e c t o r   and  r e c i r c u l a r i z i n g   t he   r e m a i n i n g   DNA; 

(d)  t r a n s f o r m i n g   a  s a i d   b a c t e r i a l   c e l l   w i t h   s a i d  



r e c i r c u l a r i z e d   r e m a i n i n g   DNA,  so  t h a t   s a i d   h y b r i d   DNA 

m o l e c u l e   is  i n c o r p o r a t e d   by  r e c o m b i n a t i o n   i n t o   t h e  

c h r o m o s o m e   of   s a i d   c e l l   and  t h e r e b y   r e p l a c e s   s a i d   c h r o m o -  

s o m a l l y   l o c a t e d   g e n e ;   a n d  

(e)  i d e n t i f y i n g   d e s c e n d a n t s   of  t h e   s a i d   c e l l s  

h a v i n g   s a i d   h y b r i d   DNA  m o l e c u l e   i n t e g r a t e d   i n t o   s a i d   c e l l ' s  

c h r o m o s o m e   in  p l a c e   of  s a i d   g e n e .  

22.  A  p r e c u r s o r   to  a  v e c t o r   a c c o r d i n g   to  any  o f   C l a i m s   1 

to  15  c h a r a c t e r i s e d   in  c o m p r i s i n g :  

a  s a i d   r e p l i c a t i o n - s p e c i f i c   s e q u e n c e ,   h a v i n g  

a  f i r s t   c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   a d j a c e n t   one  end  o f   s a i d   r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c  

s e q u e n c e ,   a n d  

a  s e c o n d   c l e a v a g e   s i t e   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n  

e n d o n u c l e a s e   a d j a c e n t   t h e   o t h e r   end  of  s a i d   r e p l i c a t i o n  

s p e c i f i c   s e q u e n c e ,  
s a i d   f i r s t   and  s a i d   s e c o n d   s i t e s   b e i n g   t h e   o n l y  

s i t e s   on  s a i d   v e c t o r   r e c o g n i s e d   by  a  r e s t r i c t i o n   e n d o -  

n u c l e a s e   w h i c h   r e c o g n i s e s   e i t h e r   s a i d   f i r s t   or  s a i d   s e c o n d  

s i t e s ;   a n d  

a t   l e a s t   one  c l e a v a g e   s i t e   p o s i t i o n e d   o u t s i d e   s a i d  

r e p l i c a t i o n   s p e c i f i c   s e q u e n c e   and  r e c o g n i s e d   by  a  t h i r d  

r e s t r i c t i o n   e n d o n u c l e a s e   t h a t   does   n o t   r e c o g n i s e   e i t h e r  

s a i d   f i r s t   or   s a i d   s e c o n d   s i t e .  

23.  A  v e c t o r   a c c o r d i n g   to   C l a i m   22,  f u r t h e r   c h a r a c t e r -  

i s e d   in  t h a t   s a i d   v e c t o r   i s   pKB701 ,   ATCC  a c c e s s i o n   no .   3 9 7 7 2 ,  

pKB843,   ATCC  a c c e s s i o n   no .   5 3 1 8 1 ,   or   d e r i v a t i v e s   t h e r e o f .  
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